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Sommaire 
Frankia est une bactérie filamenteuse du sol capable d'établir une symbiose racinaire, 
analogue à celle de Rhizobium et des légumineuses, avec plus de 200 espèces d'angiospermes. 
Cette symbiose actinorhizienne fournit de 70 à 100 % de l'azote requis par la plante. Les 
aulnes sont des plantes actinorhiziennes reconnues pour leur habilité à coloniser des sols 
pauvres en azote affectés par des processus naturels ou par l'action des humains. En Alberta, 
on retrouve de grandes réserves de pétrole sous forme de sable bitumineux qui nécessitent 
l'excavation du sol pour leur extraction. L'exploitation des sables bitumineux en Alberta a 
perturbé à ce jour une superficie de plus de 420 km . Il est estimé que la superficie 
d'exploitation totale est de 15 000 km . Un des défis majeurs de cette industrie est de gérer la 
toxicité des sables résiduels, les sables issus du processus de purification du bitume, qui sont 
alcalins, salins et contiennent des acides naphthéniques. Dans cet ouvrage, on a identifié deux 
souches (Avcll et ACN14a) de Frankia sp. étant aptes, au niveau de leur tolérance aux sables 
résiduels, à une utilisation dans une technologie de biorémédiation. Basé sur un modèle de 
revégétalisation par la régénération de la litière du sol, nos résultats suggèrent l'utilisation 
préférentielle de l'aulne rugueux comparativement à l'aulne crispé. Nos résultats démontrent 
que Frankia spp. est plus tolérant que son hôte, l'aulne, face aux stress exercés par les sables 
résiduels. Il a été observé que le NaCl semble être l'agent le plus stressant des sables résiduels 
sur la symbiose mlm-Frankia sp. souche ACN14a. On a démontré que Frankia sp. souche 
ACN14a tolère les acides naphthéniques et est capable de proliférer en leur présence. De plus, 
elle module son expression protéique entre autres en surexprimant des protéines impliquées 
dans le métabolisme des acides gras en présence de ces acides naphthéniques, suggérant une 
modification de la composition et structure de sa membrane. Finalement, une bonne sélection 
du microsymbiote et plus particulièrement de l'hôte, l'aulne, combinée à une caractérisation 
de la performance de la symbiose en conditions contrôlées est une approche qui permettra 
d'établir une technique de biorémédiation optimisée pour un contexte spécifique comme celui 
des sols bitumineux de 1'Alberta. 
Mots-clés : Frankia, aulne, stress, salinité, acide naphthénique, biorémédiation. 
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1.1. Les organismes étudiés 
1.1.1. Frankia 
1.1.1.1. Taxonomie 
Le genre Frankia fait partie de l'ordre des actinomycétales qui regroupent plusieurs bactéries 
arborant une morphologie similaire aux mycéliums des mycètes. Frankia est le seul genre 
dans sa famille, Frankiaceae, qui cette dernière fait partie du sous-ordre Frankineae, tout 
comme les familles Geodermatophilaceae, Acidothermaceae, Sporichthyaceae, 
Cryptosporangiaceae et Microsphaeraceae. A l'exception des Microsphaeraceae et des 
Cryptosporangiaceae, les quatre autres familles requièrent des méthodes de cultures 
fastidieuses et sont caractérisées par une croissance extrêmement lente (4, 23, 32, 40). 
La première description de la formation des nodules induite par un agent bactérien chez 
certaines dicotylédones fut en 1866 (23). En 1964, on confirma la présence d'un actinomycète 
à l'intérieur des nodules de Alnus glutinosa grâce à la microscopie électronique (5). Il a fallu 
attendre jusqu'en 1978 pour parvenir à isoler Frankia en culture pure et pour avoir la première 
conférence sur Frankia et les plantes actinorhiziennes. A cette conférence, on adopta le terme 
actinorhize signifiant la symbiose racinaire entre l'actinomycète fixateur d'azote, Frankia, et 
plus de 200 espèces d'angiospermes appartenant à huit familles de plantes comprenant 25 
genres (19, 25). La vésicule est la structure la plus discriminatoire au genre Frankia (30). Il y a 
quatre branches (groupes) de souches de Frankia reconnues. Les membres de chaque groupe 
infectent certains groupes de plantes appartenant à huit familles d'angiospermes. Le groupe 1 
infecte les Betulaceae et les Myricaceae et est souvent associé aux aulnes. Une sous classe 
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dans le groupe 1 a un inventaire d'hôtes très restreint et infecte seulement les Casuarinaceae. 
Le groupe 2 comprend les souches qui n'ont pas encore été isolées en culture pure et qui 
infecte quatre familles de plantes (Rosaseae, Datiscaceae, Coriariaceae, Rhamnaceae genre 
Ceanothus). Le groupe 3 est considéré comme le plus polyvalent au niveau de ses hôtes, étant 
capable d'infecter cinq familles de plantes (Elaeagnaceae, Rhamnaceae, Betulaceae, 
Myricaceae, Casuarinaceae genre Gymnostoma). Le groupe 4 est constitué de différentes 
souches ne remplissant pas le postulat de Koch et certaines souches infectant les aulnes, mais 
dont les nodules sont ineffective au niveau de leur fixation d'azote (19, 23-25, 46). Frankia 
peut aussi être classée selon sa capacité à sporuler (sporange multioculaire) à l'intérieur du 
nodule soit spore + ou spore -. Les spores + ont tendance à être plus infectieuses que les spores 
-(46). 
1.1.1.2. Morphologie 
Frankia est une bactérie du sol à Gram + filamenteuse capable d'adopter quatre structures 
morphologiques soit l'hyphe, la vésicule, le sporange et le RTH {reproductive tolurose 
hyphae) (Fig.l) (8, 31). L'hyphe (0.5 à 1.5 [im de diamètre) est branchée et septée, elle produit 
des sporanges multioculaires en position terminale ou intercalaire (5). Les vésicules sont de 
forme sphérique et ont un diamètre variant de 2 à 6 (im et sont attachées à l'hyphe par un 
pédoncule encapsulé en position terminale ou latérale. La vésicule est l'endroit où la 
nitrogénase se situe et où la fixation d'azote est exécutée. Les vésicules matures sont 
caractérisées par deux composantes structurales majeures : l'enveloppe et la septation interne. 
L'enveloppe de la vésicule est constituée majoritairement d'hopanoïdes qui permettent de 
protéger la nitrogénase de l'oxygène (5, 24). Les vésicules de Frankia sont capable de 
s'adapter aux changements de concentration d'02 soit en s'épaississant et en changeant leur 
composition de lipides hopanoïdes. L'enveloppe de la vésicule se compose à 80 % de trois 
hopanoïdes (bactériohopanetétrol et deux isomères de ce dernier phénylacétylé monoestérifié) 
(17). Les hopanoïdes proviennent d'un précurseur linéaire de 30 carbones qui est circularise en 
un lipide pentacyclique rigide par la squalène hopane cyclase (25). Cette adaptation à la teneur 
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en O2 lui permet de fixer l'azote à des pressions d'Û2 allant de 0,3 kPa jusqu'à 70,0 kPa (17). 
Le nombre de couches d'hopanoïdes chez la vésicule varie de 17 à 94 dépendamment de la 
tension d'Û2 et de leur disposition. Une couche à en moyenne une épaisseur de 4.5 nm (13) Le 
sporange peut atteindre un diamètre de 60 jam et les spores qu'il contient ont un diamètre de 1 
à 2 (im (44). Le RTH ressemble à une chaine de spores et est la résultante d'un élargissement 
et d'une multi segmentation de l'hyphe végétative. Le RTH est impliqué dans la survie et la 
reproduction du microorganisme (8). La dispersion de Frankia se fait grâce à sa formation de 
spores (sporange et RTH) (19). 
Figure 1. Différentes morphologies de Frankia observées en microscopie confocale. 
A, B- Frankia sp. souche ACN14a en interférentiel, objectif 100X et 60X. respectivement. C-
Frankia sp. souche Cjl-82 en interférentiel, objectif 100X. Les lettres H, V, S et R 
représentent, respectivement, hyphe, vésicule, sporangiospore et reproductive tolurose 
hyphae. 
1.1.1.3. Caractéristiques physiologiques et chimiques 
Frankia est un symbiote facultatif qui fixe l'azote et qui colonise deux niches écologiques bien 
distinctes : la racine des plantes actinorhiziennes et le sol (24, 30). Frankia est capable de 
croître sur la surface des racines de plantes hôtes ou non-hôtes en se nourrissant des exsudats 
racinaires de la plante. La litière du sol comme seule source de carbone est suffisant pour 
soutenir la croissance du microorganisme. Cette capacité d'acquérir et métaboliser diverses 
sources de carbones et de fixer l'azote atmosphérique saprophitiquement lui permet de 
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coloniser plusieurs environnements distincts (19). Les plantes actinorhiziennes amplifient 
aussi les populations de Frankia dans le sol grâce au relâchement de ce dernier lors de la 
sénescence des nodules (30). Frankia est prototrophique (ne requiert aucun facteur de 
croissance et croît en milieu minimal) et peut utiliser une grande variété de composés 
organiques et inorganiques comme source d'azote (acides aminés, urée, nitrate, ammonium, 
azote atmosphérique) (5). Frankia peut aussi croître sur diverses sources de carbone, par 
exemple, l'acétate, le propionate, le succinate, le malate, le pyruvate et même le tween 80. Par 
contre, la croissance sur les sucres est moins efficace. Le glycogène et le trehalose ont été 
identifiés comme les molécules majeures d'emmagasinement d'énergie (23). La plupart des 
souches de Frankia ont une température optimale de croissance entre 25 °C et 30 °C et ont un 
temps de dédoublement de 15 h ou plus (5, 23). Sa croissance en condition statique fait en 
sorte que cette dernière se retrouve en agrégats de diamètre pouvant atteindre 1 mm ou plus 
formant ainsi des gradients de nutriments et de déchets à travers ceux-ci. Générant ainsi 
différents états physiologiques et structures morphologiques (sporanges à l'intérieur et hyphes 
à l'extérieur) qui rendent les analyses métaboliques incompatibles (33). Toutes les Frankia 
spp. possèdent une paroi cellulaire de type 3 et font partie du groupe 1 des phospholipides. 
Chez Frankia, on peut retrouver la production de pigments de divers couleurs (rouge, jaune, 
orange, rose, brun, verdâtre et noir) (5). Frankia est capable de synthétiser des antibiotiques 
(calcimycine, connue sous le nom de frankiamide) qui ont de fortes activités contre les 
bactéries à Gram + et les champignons phytopathogènes. La plupart des Frankia sont 
résistantes à l'acide nalidixique et à la lincomycine. Par contre, certaines souches sont 
sensibles à la polymixine B (19). 
1.1.1.4. Génétique et génome 
Présentement, il y a trois génomes de Frankia qui ont été séquences. Leur taille varie de 5,43 
Mpb pour une souche ayant un nombre restreint d'hôtes {Frankia HFPCci3), à 7,50 Mpb pour 
une souche ayant un nombre moyen d'hôtes {Frankia ACN14a), à 9,04 Mpb pour une souche 
ayant un nombre élargie d'hôtes {Frankia EANlpec). Cette différence de taille de génomes 
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pour des souches si proches (97,8-98,9 % d'homologie pour leur gène d'ARNr 16S) est la plus 
grande rapportée à ce jour (pour la catégorie 98% à 99% d'homologie). Frankia sp. souche 
HFPCcB infecte les Casuarina et est retrouvée nativement en Australie seulement. De plus, 
on est capable de la détecter dans les sols seulement où il y avait ses plantes hôtes suggérant 
ainsi la nécessité de sa plante hôte afin de se propager dans le sol. Frankia sp. souche 
ACN14A est retrouvé partout excepté en Antarctique et en Australie, et ce, peu importe s'il y 
avait présence ou non de ses plantes hôtes. Frankia sp. EANlpec est une souche très répandue 
géographiquement, on la retrouve sur tous les continents sauf l'Antarctique et dans les sols 
ayant ou non eu la présence de leur plantes hôtes. Le fait d'avoir peu de diversité dans ses 
plantes hôtes favorise la contraction du génome chez le microsymbiote et vice versa. Il y a 
aussi des phénomènes génétiques naturels qui sont impliqués dans la modification du contenu 
génétique, soit les deletions, les mutations, les duplications, les intégrations, etc. La dispersion 
des souches de Frankia est difficile à attribuer, mais elle semble corrélée avec la dispertion de 
ses plantes-hôtes. Frankia possède un génome circulaire ayant un haut pourcentage en G+C 
(66 à 75%>). Les trois génomes séquences ne contiennent pas de plasmides à replication 
indépendante (24). On retrouve aussi de l'ADN dans les vésicules, par contre, on ignore si 
c'est un génome complet (43). 
1.1.1.5. Fixation de l'azote atmosphérique 
À l'intérieur des nodules, Frankia fixe l'azote atmosphérique d'une façon analogue à la 
symbiose entre les légumineuses et Rhizobium. Lors de la symbiose, Frankia reçoit ses 
sources de carbone de la plante. En retour, Frankia fournit de 70 à 100 %> des besoins de la 
plante en azote. La fixation d'azote par Frankia in vitro peut complètement être à l'opposé de 
son taux de fixation d'azote in planta. Donc, il est préférable de "quantifier la fixation d'azote 
in planta plutôt que saprophitiquement, afin de connaître son taux de fixation d'azote réelle in 
planta et vice versa (31). À l'opposé du genre Frankia, les endosymbiotes des légumineuses, à 
l'exception de Azorhizobium caulinodans, sont incapables de fixer l'azote atmosphérique 
saprophitiquement (21). 
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Chez Frankia une souche infective (formation de nodules) ne veut pas nécessairement dire 
effective (fixation d'azote). En effet, certaines souches vont former des nodules, mais elles 
seront incapables de fixer de l'azote. Plusieurs facteurs peuvent influencer la fixation d'azote à 
l'intérieur du nodule, soit le génotype de l'hôte (l'aulne ayant une grande variabilité génétique 
au niveau allozyme) (35), l'âge du nodule, ( les nodules sont normalement effectif de 2 a 3 ans 
(35) ainsi que la variabilité de l'activité de la nitrogénase chez Frankia (31). 
La nitrogénase est composée de deux métalloprotéines. La première protéine (dinitrogénase 
reductase) contient un atome de fer tandis que la deuxième (dinitrogénase) contient un 
molybdène. Pour avoir une réduction du substrat, il doit y avoir une association et une 
dissociation de ces deux composantes à chaque fois (19, 20). En accord avec la nitrogénase 
qui est extrêmement conservée et exclusive chez les procayotes, celle de Frankia nécessite du 
magnésium et de l'ATP, est sensible à l'oxygène et produit de l'ammonium et du dihydrogène 
(Fig. 2). L'ammonium produit par la fixation d'azote est assimilé par la voie GS-GOCAT (GS 
: glutamine synthetase ; GOGAT : glutamate synthetase) qui mène à la production de 
glutamate et de glutamine chez Frankia (5, 20). Le dihydrogène formé par la réaction va être 
oxydé par les hydrogénases. Ces dernières vont envoyer les électrons dans la chaîne de 
transport des électrons, afin de phosphoryler l'ADP pour former de l'ATP et rendre moins 
énergivore la fixation d'azote (25). La vésicule est dépendante de l'hyphe pour son 
approvisionnement en énergie (ATP) et pour son pouvoir réductionnel qui est nécessaire à la 
fixation d'azote. L'échange des nutriments et des produits de la fixation d'azote se ferait par 
les vaisseaux conducteurs reliant la vésicule à l'hyphe. Pour acheminer l'ATP, on croit qu'il y 
a une ATP-ADP translocase à la jonction vésicule-hyphe (13, 43). À l'intérieur de la vésicule, 
on retrouve deux glutamines synthetases à des concentrations similaires à celles retrouvées 
dans l'hyphe végétative. Par contre, dans les vésicules, on ne retrouve pas d'activité de 
glutamate synthetase, glutamate déshydrogénase et alanine déshydrogénase qui sont toutes 
impliquées dans les voies subséquentes d'assimilation de l'azote. Suggérant qu'au-delà du 
stade glutamine, l'assimilation est effectuée ailleurs que dans la vésicule (23). 
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Figure 2. Mécanisme de la fixation d'azote par la nitrogénase (36). 
1.1.2. Les plantes actinorhiziennes 
1.1.2.1. Les plantes actinorhiziennes 
Les plantes actinorhiziennes sont classées à l'intérieur de 4 sous-classes, 8 familles, 25 
genres, composant plus de 220 espèces. Toutes les plantes actinorhiziennes sont des arbres ou 
arbustes à l'exception de ceux du genre Datisca qui sont des herbacées (46). Les familles de 
plantes actinorhiziennes ont émergé dans les années tardives du Crétacé (il y a environ 100 
millions d'années passées) et se sont adaptées à leur environnement. Actuellement, on 
retrouve des plantes actinorhiziennes allant des zones de climat tropical {Casuarina), où il y a 
de l'azote assimilable et des matières organiques en abondance, à des zones de climat alpin et 
subarctique {Alnus), où il y a des sols pauvres en nutriments. Les plantes actinorhiziennes sont 
retrouvées sur tous les continents, excepté l'Antarctique, plus particulièrement dans les zones 
tempérées. La dispersion géographique des espèces de plantes actinorhiziennes va de restreinte 
{Casuarina) à élargie {Morella sp.). Les Betulaceae et les Myricaceae ont les records des plus 
vieux fossiles de plantes capable de fixer l'azote (ce sont des hôtes de Frankia sp. souche 
ACN14a). D'un point de vue écologique, elles sont des plantes pionnières pour les sols 
pauvres en azote (19, 24, 35). Les plantes actinorhiziennes sont reconnues pour coloniser des 
environnements où la végétation à été détruite soit après des processus naturels (éruption 
volcanique, glissement de terrain et feu de forêt) ou par l'action des humains (construction de 
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barrage hydroélectrique, extraction du pétrole des sables bitumineux et déposition des résidus 
miniers) (23). La majorité des plantes actinorhiziennes ont des hauts taux de fixation d'azote, 
comparables à ceux des légumineuses, contribuant à l'enrichissement des sols qui peuvent 
atteindre jusqu'à 300 kg N-ha"1 -année"1 (35, 46). De plus, les plantes actinorhiziennes sont 
souvent en association symbiotique avec les champignons. Les mycorhizes permettent 
d'acquérir des nutriments, particulièrement le phosphore qui est en grande demande lors de la 
fixation d'azote, et de l'eau plus efficacement que par la racine elle-même (31). 
1.1.2.2. Les aulnes: leur utilisation antérieure et actuelle 
Les aulnes comprennent 34 espèces. Ils sont capables de former des symbioses quaternaires 
soit aulncs-ECM-MA-Frankia (31). Ils sont donc relativement indépendants de l'accessibilité 
de l'azote et du phosphore dans le sol (23, 39). L'aulne est définitivement le genre le plus 
important des plantes actinorhiziennes. Ils ont une très grande distribution géographique dans 
les zones tempérées grâce à leur grande capacité d'adaptation au froid et à la colonisation de 
divers sols. De plus, ils ont une fixation d'azote annuelle très élevée en dépit de la courte 
saison de croissance de trois mois pour la majorité des zones tempérées. La décomposition des 
feuilles mortes des aulnes dans la litière du sol fait diminuer le ratio C/N qui induit la 
minéralisation du sol et donc l'accessibilité des minéraux essentiels aux plantes (39). Durant 
les années 10 000 à 8 000 ans Avant-Christ l'aulne a colonisé les terres en déglaciation, et est 
ainsi devenu la plante dominante en Amérique du Nord et en Europe. En effet, dans la 
distribution des pollens dans les carottes de sédiments marins, 40% du pollen des arbres 
provenait des aulnes (5). 
Pour des fins d'utilisation à l'homme, les aulnes ont le plus grand potentiel dans les 
environnements tempérés parmi les plantes actinorhiziennes. Ils peuvent être utilisés comme 
source de bois d'œuvre, de pulpe, de bois de chauffage et pour la production de charbon (5, 
19). Une des contributions économiques directe et significative apportée par les aulnes fut 
grâce à l'aulne rouge {Alnus rubra). En effet, dans les années 1960, il comptait pour 60% du 
bois franc marchandé de l'Orégon, de Washington et de la Colombie-Britannique. L'aulne 
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rouge peut croître jusqu'à 35 m de hauteur et à 0,6 m de diamètre. Il peut même être plus 
productif que les conifères pendant les premiers stades de croissance et définitivement plus 
productif que le sapin de Douglas sur des sites pauvres en nutriments. Bien que l'aulne rouge 
puisse être utilisé comme bois d'œuvre et contre-plaqué, sa meilleure valeur marchande est 
pour sa pulpe qui sera mélangée avec la pulpe de conifère pour la production de papier de 
haute qualité (39). Les aulnes ont aussi été de grande importance économique dans les régions 
affectées par des maladies s'attaquant aux racines des conifères grâce à leur résistance à ces 
maladies (34). Dans les climats froids et humides en Amérique du Nord et en Europe, les 
aulnes ont été utilisés pour augmenter la fertilité, la revégétalisation et la biorémédiation des 
sites contaminés par les industries (34). Par exemple, Alnus viridis (Chaix) DC. ssp. crispa a 
été planté massivement dans le nord du Québec afin de stabiliser les dommages à la végétation 
causé par les barrages hydroélectrique. Il a été utilisé sur de vieilles terres agricoles 
abandonnées pour la production de biomasse et sur les terres affectées par l'extraction du 
pétrole des sables bitumineux en Alberta. On peut aussi retrouver les aulnes en plantation 
mixte avec les sapins de Douglas afin d'améliorer la croissance de ces derniers grâce à leur 
apport en azote et de matières organiques au sol (19, 23, 31, 39). On retrouve d'autres 
applications de l'aulne dans le monde. Par exemple, dans le nord-est de l'Inde, Alnus 
nepalensis est utilisé pour la revégétalisation des sols suite à des glissements de terrain et est 
souvent utilisé en culture mixte avec le thé et la cardamome (23). 
Bien que les aulnes aient été utilisés dans plusieurs circonstances pour des fins de 
revégétalisation et de biorémédiation des sols, il est toutefois important d'évaluer cas par cas 
le succès des aulnes et l'établissement de leurs symbioses avant le déploiement à grande 
envergure (31). 
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1.1.3. La symbiose actinorhizienne 
La fixation d'azote par la symbiose actinorhizienne est estimée au quart de la fixation d'azote 
biologique, cette dernière contribuant environ à 60 % de l'azote fixé annuellement sur Terre. 
les éclairs pour environ 10 % et par les industries d'engrais chimiques pour environ 25 % (37, 
47). Cette symbiose peut s'établir par deux processus d'infection différents par Frankia : le 
premier, par la pénétration intracellulaire à travers les poils absorbants, qu'on retrouve chez 
Alnus, Casuarina, Comptonia et Myrica; le deuxième, par une pénétration intercellulaire de 
l'épiderme et du cortex racinaire, qu'on retrouve chez Ceanothus, Elaeagnus et Shepherdia 
(5). Bien que l'établissement de la symbiose entre Frankia et ses hôtes soit très similaire à 
celle de Rhizobium et des légumineuses; les génomes séquences de trois souches différentes de 
Frankia sp. ne comporte pas de gènes apparentés à la biosynthèse du facteur de nodulation 
(gènes nod) retrouvé chez Rhizobium (21). 
La pénétration par les poils absorbants débute par la déformation et l'augmentation du 
mucilage à la surface de ces derniers. Ensuite, Frankia se fixe sur le poil absorbant et il y a 
formation d'une structure ressemblant au tunnel d'infection retrouvé chez les légumineuses 
par l'invagination des parois cellulaires du poil absorbant. À mesure que l'invagination croît 
en direction des cellules du cortex interne, la paroi cellulaire des cellules formant 
l'invagination modifie les composantes de son cytosquelette formant ainsi les cellules du pont 
(bridge cells). Ensuite, les cellules du cortex externe et de l'hypoderme commencent à se 
diviser et forment le prénodule. En passant à travers l'invagination, Frankia infecte les 
cellules du cortex interne. Par la suite, les cellules du péricycle sont activées mitotiquement et 
forment le primordium nodulaire qui sera infecté par Frankia. Le primordium nodulaire se 
confluera avec le prénodule pour former le nodule mature, où Frankia induira la formation de 
ses vésicules et exprimera la nitrogénase pour fixer l'azote atmosphérique et ce 
intracellulairement, mais extracytoplasmiquement aux cellules de l'hôte. 
Quant à la pénétration intercellulaire, elle débute lorsque les hyphes de Frankia traversent 
l'épiderme et envahissent les premières couches de cellules du parenchyme racinaire, 
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impliquant ainsi une dégradation de la lamelle moyenne. Ensuite, Frankia infecte les cellules 
du cortex interne qui est suivi de l'activation de la division cellulaire au péricycle et où 
émergera le primordium nodulaire. Finalement, elle infectera les cellules du primordium 
nodulaire et il y aura formation du nodule mature. Contrairement à la voie de pénétration 
intracellulaire, il n'y aura pas de formation d'un prénodule (5, 11, 34, 46). 
Les nodules des plantes actinorhiziennes ont une vascularisation centrale et autour on retrouve 
les zones où Frankia peut coloniser. À l'extrémité du nodule distante de la racine, on retrouve 
le méristème apical non infecté où le parenchyme nodulaire se développe. En se rapprochant 
de la jonction nodule-racine, on retrouve dans le nodule la zone d'infection où les cellules 
végétales ont été récemment infectées par Frankia. On retrouve, à la moitié de l'axe 
longitudinal du nodule, la zone de fixation d'azote comprenant des cellules infectées, où 
Frankia fixe l'azote, et des cellules non infectées qui vont assimiler l'azote et permettre les 
échanges de sources de carbone. Lorsque Frankia est en symbiose, elle ne semble pas pouvoir 
assimiler son produit de fixation dû à l'absence de ses glutamines synthetases (GS1 et GS2) et 
serait donc dépendante de l'hôte pour l'assimilation du produit de fixation dans les voies 
métaboliques. Permettant de maintenir la fixation d'azote du microsymbiote à long terme du à 
sa défaillance à assimiler son produit de fixation de façon autonome. Finalement à la jonction 
nodule-racine, on retrouve la zone de sénescence où il y a dégradation du cytoplasme de la 
plante et des bactéries (Fig. 3) (11, 14, 35, 46). 
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Figure 3. Anatomie du nodule actinorhizien. 
L'exemple présenté ci-dessus, modifié de Valverde, C, 2000 (46), est un nodule de Discaria 
trinervis infecté par Frankia sp. souche BCU110501. 
La nodulation chez les plantes actinorhiziennes est sous autorégulation négative qui 
comporterait deux signaux majeurs: le premier, agissant tout de suite après l'infection de la 
racine par Frankia, bloquant tout autre développement du nodule au niveau local et, 
subséquemment, systémique. Le deuxième signal semblerait agir en fonction d'un ratio N/P. 
L'augmentation en phosphore inhiberait ce signal et ainsi permettrait la prolifération de 
nouveaux nodules (10, 14, 46). Bien que la formation du nodule soit énergivore en 
photosynthétats, elle est bénéfique pour la plante lorsque celle-ci se retrouve en sol où les 
sources d'azote sont limitées (18). En plus de fournir 70 à 100 % de ses besoins en azote, un 
autre bénéfice de la symbiose est son potentiel d'augmenter la résistance de la plante envers 
des agents pathogènes (31, 46). La symbiose Frânkia-plmtes actinorhiziennes est beaucoup 
moins restrictive que la symbiose RhizobiumAéguminQusQ. Généralement une souche de 
Frankia est capable d'infecter plusieurs espèces et même différents genres et familles de 
plantes (34). De plus, une plante actinorhizienne peut en même temps être nodulée par 
différentes souches de Frankia, et ce, à l'intérieur d'un même nodule (14). On retrouve aussi 
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chez les plantes actinorhiziennes des symbioses mycorhiziennes qui vont augmenter la 
fixation d'azote de la symbiose ainsi que la croissance du plant. Plus précisément, la 
mycorhize va augmenter d'une part l'accessibilité de l'eau et des minéraux du sol au plant, ce 
qui est très important pour les nodules, car ils sont incapables de se développer et de fixer de 
l'azote lorsque le plant hôte souffre de sécheresse ou bien de carence en éléments essentiels à 
la fixation d'azote (i.e. Fe) (19). 
1.2. Problématique étudiée 
Les réserves de bitumes du Canada sont estimées à 173 milliards de barils la plaçant ainsi 
comme la deuxième plus grande réserve de pétrole derrière l'Arabie Saoudite (45). En 
Alberta, les réserves majeures de sables bitumineux se situent dans les régions de 1'Athabasca, 
de Peace River et de Cold Lake représentant une superficie de 77 000 km2. Ces réserves se 
retrouvent en pleine forêt boréale qui est unique dans sa diversité géographique et dans son 
abondance faunique. Ayant plusieurs étendues d'eau (e.g. lacs, rivières et étangs), la forêt 
boréale pourvoit des habitats de nidifications qui sont crucial pour plus de la moitié des 
oiseaux migrateurs du pays (45). Les sols bitumineux pouvant être excavés se situent 
seulement dans la région de 1'Athabasca (Fig. 4), représentant une superficie de 15 000 km2 
pouvant être perturbée pour son bitume (12). Les régions de Peace River et de Cold Lake 
(Fig.4) nécessitent des processus in situ d'extraction du pétrole qui sont plus coûteuse (45). La 
méthode de Clarke est utilisée pour extraire le bitume de ces sables (27). Cette méthode utilise 
du NaOH chaud et une fois l'extraction terminée on obtient d'une part le bitume et d'autre 
part, une solution en suspension qui reste dans un bassin de décantation où le sable et l'argile 
décanteront. L'eau est recyclée dans le processus d'extraction et ne peut être relâchée 
intentionnellement dans l'environnement par les industries, toutefois des concentrations d'AN 
de 0,4 à 51 mgT1 on été retrouvées dans les eaux souterraines. La matière décantée constitue 
les sables résiduels ayant une forte salinité (NaCl 40 mM et Na2S04 2mM) et contenant des 
AN (60 ppm) (7, 9, 27). En 2002, un estimé prévoyait qu'en 2025 le volume des déchets 
produits par l'extraction du pétrole des sables bitumineux nécessitant une rémédiation sera 
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d'un milliard de m3, si le rythme du processus est maintenu (27). Les industries d'exploitations 
pétrolières en Alberta ont une obligation de rendre les terres louées par le gouvernement à leur 
état original et de s'occuper de traiter les déchets générés par le processus d'extraction du 
pétrole à partir des sols bitumineux (27). Bien que les compagnies tentent de revégétaliser et 
de remédier les terres perturbées par leurs activités, le succès de leur méthode demeure 
incertain. En effet, selon un rapport de 2006, une des grandes compagnies exploitant les sables 
bitumineux, Syncrude, a qu'un peu plus de 20 % de la superficie des terres perturbées par 
leurs activités de remédiées (1). D'ici environ 45 ans lorsque l'extraction du pétrole des sables 
bitumineux aura cessée, il restera encore des terres perturbées à revégétaliser, de l'eau et des 
sables résiduels à remédier (7, 45). 
Figure 4. Régions où se retrouvent les réserves de sables bitumineux en Alberta, Canada (22). 
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1.2.1. Stress environnementaux causés par les sables résiduels de l'industrie pétrolière 
1.2.1.1. Acides naphthéniques 
L'un des plus grands défis des compagnies pétrolières de l'Alberta est de gérer la toxicité des 
déchets générés qui est fortement associée aux AN. On retrouve aussi des AN en fortes 
concentrations dans le pétrole non raffiné de plusieurs autres sites soit en Roumanie, en 
Russie, en Chine et en Afrique de l'ouest (27). Les AN sont des composants naturels du 
pétrole et leur concentration dépend de la source du bitume (7). En Alberta, la fraction 
carboxylique constitue 2% des sols bitumineux et de cette fraction, 90 % est formée d'acides 
tricycliques formant principalement les AN (27). L'extraction du bitume a pour résultat de 
générer une grande quantité de sables résiduels contenant des concentrations élevées en AN 
(15). Les AN, après l'extraction par la méthode de Clarke (NaOH), sont sous forme de 
naphthénates (7, 27). Les technologies de rémédiations actuelles en bassins de décantations 
ont des problèmes au niveau de la dégradation des AN de hauts poids moléculaires semblant 
être récalcitrant à la dégradation biologique (27). En effet, les AN de petits poids moléculaires 
et contenant moins de cycles sont plus hydrosolubles et plus faciles à dégrader biologiquement 
que les AN de hauts poids moléculaires contenant plusieurs cycles (27). 
Les AN sont un mélange complexe d'acides carboxyliques dont les groupements alkyls 
peuvent être substitués par des chaines aliphatiques cycliques ou acycliques (15). Les AN ont 
comme formule générale CnH2n+z02, où n désigne le nombre de carbones, Z spécifiant le 
manque d'hydrogène résultant de la formation de cycle. Les AN sont chimiquement stables, 
non-volatiles et ont des propriétés surfactantes (7). La solubilité des AN est plus influencée 
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Figure 5. Structure des acides naphthéniques. X est égale à un ou plus; R représente un petit 
groupe aliphatique (15). 
La toxicité des AN est principalement due à ses propriétés surfactantes qui facilite sa diffusion 
à travers les parois et membranes cellulaires (27). La fraction AN est considérée comme la 
composante la plus toxique résultante du processus d'extraction (7). Les AN ont été reliés à 
des toxicités chroniques et aiguës chez les organismes aquatiques, pouvant être toxiques à des 
concentrations à partir de 2,5 ppm (7, 27). Chez Escherichia coli, l'induction des gènes 
exprimés en présence des AN sont impliqués dans la réponse aux stress de disruption 
membranaire, de cytotoxicité et de choc osmotique (27). Les AN sont aussi phytotoxiques, 
mais on ne connaît pas le mécanisme de toxicité chez les plantes (2). En raison de la difficulté 
à isoler et analyser les AN individuellement, on ne peut identifier les principales molécules 
conférant la toxicité de la fraction AN (7). 
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Un groupe de recherche a observé que la symbiose aulne-Frankia spp. est capable de survivre 
dans les sables résiduels où l'on retrouve une concentration d'acides naphthéniques de 60 ppm 
(31). Toutefois à ce jour, il n'y a pas d'étude en condition gnotobiotique décrivant 
quelconques phénotypes de Frankia spp. et de sa symbiose avec l'aulne suite à une exposition 
aux acides naphthéniques. 
1.2.1.2. Salinité 
En Alberta, l'utilisation de NaOH dans le procédé d'extraction du bitume des sols bitumineux 
résulte d'une haute salinité dans les sables résiduels (NaCl 40 mM et Na2SÛ4 2 mM). 
Une haute salinité en NaCl peut causer trois problèmes majeurs aux organismes vivants : choc 
hyperosmotique, dérégulation du transport des ions K et Ca et des effets toxiques des ions 
Na+Cl" sur l'intégrité des membranes, les activités enzymatiques et le métabolisme des 
protéines et des acides nucléiques (3, 6, 16). Le choc hyperosmotique résulte en une sortie 
d'eau et d'une dessiccation de la cellule. Afin de contrer cet effet, qui peut s'avérer mortel à 
des conditions extrêmes, certains microorganismes ont développés des stratégies 
d'adaptations. Une des stratégies qui est très répandue au niveau des systèmes biologiques est 
l'accumulation de petites molécules organiques qui sont en général tirées des intermédiaires 
courants du métabolisme. En général, ce sont des acides aminés, des sucres et polyols. On peut 
définir ces molécules en tant qu'osmolytes. Les osmolytes vont permettent de maintenir l'eau 
à l'intérieur de la cellule et ainsi de garder une pression osmotique interne compatible avec les 
processus biologiques (26, 29, 38). Les effets néfastes de la salinité sont souvent associés aux 
débalancements ioniques et à la toxicité spécifique des ions plutôt qu'aux changements de 
potentiel osmotique. Par exemple, les ions Na vont remplacer les ions Ca dans les cellules 
racinaires changeant leur intégrité et dérégulant leur fonctionnement normal (47). 
Généralement, la salinité va affecter les microorganismes du sol au niveau de leur survie, de 
leur croissance et de l'intensité de la fixation d'azote (28). 
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La salinité chez Frankia va inhiber sa croissance et provoquer un changement de 
morphologie. En effet, les hyphes de Frankia vont s'épaissir et se rapetisser (41). En générale, 
une concentration de 100 mM et plus de NaCl, diminue le taux de germination des graines, la 
croissance du plant et du microorganisme, l'établissement de la symbiose entre Frankia et son 
hôte ainsi que le taux de fixation d'azote du symbiote (14, 42). Toutefois l'étude du stress 
imposé sur le symbiote et sa symbiose par la salinité en présence des acides naphthéniques n'a 
pas été investigué. 
1.3. Hypothèses 
Sachant qu'il y a présentement des aulnes actinorhizés qui croissent dans les sols perturbés par 
les activités des industries pétrolières de 1'Alberta, trois hypothèses ont été émises: 
1- Frankia spp. peut tolérer, en tant que saprophyte, le stress exercé par les agents 
stressants majeurs (pH, acides naphthéniques, NaCl et Na2S04) composant les sables 
résiduels générés par les industries pétrolières de 1'Alberta 
2- L'établissement et la performance de la symbiose {Alnus crispa ou Alnus rugosa) -
Frankia sp. souche ACN14a ne sont pas inhibés par le stress exercé par les acides 
naphthéniques, le NaCl et le Na2SÛ4. 
3- La tolérance de Frankia sp. souche ACN14a à 60 ppm d'acides naphthéniques est en 
partie due à la modulation de son métabolisme. 
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1.4. Objectifs 
Pour vérifier ces hypothèses, nous avons formulé trois objectifs : 
1. Mesurer la tolérance de Frankia spp. à une exposition directe {in vitro) aux 
agents stressants majeurs (pH, acides naphthéniques, NaCl et Na2SÛ4) des sables 
résiduels. 
2. Étudier l'établissement et le maintien de la symbiose {Alnus crispa ou Alnus rugosdy-
Frankia sp. souche ACN14a dans des conditions contrôlées en présence des acides 
naphthéniques, du NaCl et du Na2S04. 
3. Comparer l'expression protéique intracellulaire de Frankia sp. souche ACN14a à une 




MISE AU POINT DE DIFFÉRENTES TECHNIQUES NÉCESSAIRES À LA 
RÉALISATION DES TRAVAUX DE CE MÉMOIRE. 
Quantification de la croissance de Frankia spp. 
Introduction 
La quantification de la croissance de Frankia spp. se fait avec un dosage de la quantité 
protéique totale du microorganisme par la méthode de Bradford, après la lyse de celle-ci par 
traitement de sonication (1). Bien que la sonication soit efficace pour la lyse, elle prend 
beaucoup de temps. Afin de réduire le temps requis pour quantifier la croissance de Frankia 
spp., on a développé une nouvelle technique de lyse. Cette technique utilise des billes dans un 
homogénéisateur qui peut traiter 24 échantillons à la fois, contrairement à la sonication qui 
peut en traiter un seul à la fois. Toutefois, la méthode de lyse par billes génère beaucoup de 
chaleur ce qui peut engendrer une dégradation protéique (i.e. par les proteases), qui lors du 
dosage donne une sous-estimation de la valeur réelle de la quantité protéique totale. De plus, si 
la lyse n'est pas complète les protéines intracellulaires ne seront pas relâchées dans l'extrait et 
il y aura sous-estimation du dosage protéique. Une lyse partielle générera aussi beaucoup de 
variation entre les réplicas et l'efficacité de la lyse ne sera pas la même dépendamment de la 
culture (i.e. hyphe versus vésicule). Donc, il est primordial d'avoir une technique de lyse 
totale, afin d'effectuer des dosages protéiques fiables, et ce, indépendamment de la culture. 
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Matériel et méthodes 
Tout d'abord, l'homogénéisateur utilisé pour la lyse est un FastPrep-24 (MP Biomedicals, 
Solon, OH) et le réactif de Bradford (Biorad, Hercules, CA) est utilisé pour la quantification. 
Chaque traitement est espacé par 2 min d'incubation sur glace afin de contrer l'augmentation 
de la température dans les microtubes de 2,0 ml en polypropylene (Sarstedt, Newton, NC). Les 
pourcentages de quantification protéique, suite à une lyse par billes, sont relativisés au 
contrôle ayant subi une lyse par un traitement de sonication de 1 min sur la même culture. 
Dans le tableau 1, on a utilisé des billes de Zircon/Silice avec des diamètres de 0,1 mm, de 0,5 
mm et de 1,0 mm (BioSpec Products, Bartlesville, OK) ayant une densité de 3,7 g/cm3. On a 
varié l'intensité de l'homogénéisateur, le temps et le nombre de traitements ainsi que la 
quantité de billes dans les microtubes. 
Dans la figure 1, de nouvelles billes en Zircon (BioSpec Products, Bartlesville, OK) ayant un 
diamètre de 0,7 mm et une densité de 5,5 g/cm ont été testées. Sachant que Frankia spp. est 
une bactérie qui est très apparentée aux champignons et qui est capable de former des grands 
agrégats. Le diamètre des billes pour les expériences subséquentes à été fixé à 0,7 mm qui est 
un entre-deux des suggestions de la compagnie Biospec. Soit d'utiliser un diamètre de bille de 
0,5 mm pour les champignons et de 1,0 mm pour les tissus. Dans la figure 1, on a varié la 
quantité de billes utilisée, l'intensité ainsi que le temps et le nombre de traitements. 
Dans la figure 2, des billes de Zircon/Yttrium stabilisées (Sigmund Lindner, Warmensteinach, 
Allemagne) ayant un diamètre de 0,6 à 0,8 mm et une densité de 6,0 g/cm ont été testées. Un 
poids de 1400 mg de billes de Zircon/Yttrium stabilisées ainsi qu'une intensité maximale de 
6,5 m/s ont été utilisés pour cette expérience. On a varié le nombre et le temps de traitements. 
De plus, on a testé la lyse sur des cultures de Frankia sp. souche ACN14a ayant ou non des 
vésicules. 
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Résultats et discussions 
Dans le tableau 1, plus la quantité de billes utilisée est grande, plus grand est le pourcentage 
relatif de la quantification protéique. Le diamètre des billes ne semble pas être un facteur très 
influent pour la lyse. Les meilleurs pourcentages obtenus sont seulement de 80 % comparés à 
la sonication. Suggérant ainsi une lyse partielle, ce qui n'est pas désirée. 
Tableau 1 : Quantification protéique relative d'une lyse de Frankia avec des billes de 
Zircon/Silice par rapport à une lyse par sonication. 
Intensité, 
Nombre x Temps de 
traitements 
Diamètre et masse 4,0 m/s, 4,0 m/s, 4,0 m/s, 6,5 m/s, 6,5 m/s, 6,5 m/s, 
des billes 2><16 sec 3><16 sec 4x16 sec 2x10 sec 3x10 sec 4x10 sec 
0,1mm, 500 mg 56,1 ±6,6 45,9 ±5,2 60,0 ±0,5 50,3 ±2,8 58,1 ±2,2 57,7 ±1,2 
0,1 mm, 750 mg 62,2 ±0,8 64,5 ±2,5 72,2 ±3,8 63,2 ±1,6 73,9 ±9,1 72,1 ±2,4 
0,5 mm, 250 mg 48,5 ± 5,2 51,0 ±2,6 52,5 ±2,3 51,0 ±1,7 52,9 ±6,8 57,3 ±9,3 
0,5 mm, 500 mg 47,3 ±3,2 62,5 ±4,8 64,4 ±5,1 * 46,7 ±1,7 64,3 ±4,0 66,7 ±5,1 
0,5 mm, 750 mg ; 79,7 ± 7,6 80,6 ±2,5 76,6 ±2,1 67,6 ±4,0 70,4 ±5,9 74,1 ±3,8 
1,0 mm, 250 mg 45,9 ±3,6 49,6 ±3,1 64,2 ±4,4 52,5 ±2,7 49,0 ±0,9 52,6 ±5,5 
1,0 mm, 500 mg 51,5 ±2,8 62,5 ± 5,3 74,8 ±27,6 55,0 ±3,9 63,0 ±10,9 73,4 ±10,0 
1,0 mm, 750 mg 63,2 ±4,2 74,8±9,6 80,7 ±3,7 53,1 ± 1,1 67,2 ±1,1 66,4 ±4,9 
aLes données représentent le pourcentage relatif de la quantité protéique dosée comparé à un 
traitement de sonication de 1 min sur la même culture ± écart-type. 
La figure 1 démontre encore qu'au niveau de l'efficacité de la lyse la quantité de billes est 
importante. On observe une grande augmentation du pourcentage de la quantité protéique 
relative à la sonication en utilisant une quantité de billes de 800 mg comparativement à 400 
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mg. Les autres paramètres ne donnent rien de concluant. Néanmoins, lorsqu'on compare les 
pourcentages entre les billes de Zircon (Figure 1) et ceux en Zircon/Silice (Tableau 1) ont 
s'aperçoit que la densité des billes est importante. En effet, avec les billes de Zircon on obtient 
des pourcentages allant jusqu'à 99 %. Cependant, avec l'utilisation des billes en Zircon, on a 
observé une dégradation du microtube de 2 ml en polypropylene qui interfère avec le dosage 
protéique. On a donc opté pour des microtubes de 1,8 ml en acier inoxydable (BioSpec 
Products, Bartlesville, OK). Il y a quand même eu dégradation du microtube qui interférait 
encore plus avec le dosage protéique. 










4,0 m/s, 2x16 sec 
4,0 m/s, 3x16 sec 
E3 4,0 m/s, 4x16 sec 
EU 6,5 m/s, 2x10 sec 
^ 6,5 m/s, 3x10 sec 
ES3 6,5 m/s, 4x10 sec 
Masse de billes (mg) 
Figure 1. Quantification protéique relative d'une lyse de Frankia avec des billes de Zircon par 
rapport à une lyse par sonication. 
Les billes de Zircon/Yttrium stabilisées, utilisées dans la Figure 2, sont plus denses et plus 
lisse que celles en Zircon seulement. Ces billes de Zircon/Yttrium stabilisées n'ont pas généré 
une dégradation excessive du microtube en polypropylene, ce qui engendait une interférence 
avec le dosage protéique. On a donc poursuivi avec la mise au point de la technique avec ces 
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billes. La figure 2 démontre que la lyse des cultures avec ou sans vésicules est équivalente à la 
sonication avec des temps de traitements de 15 secondes avec les billes. Les temps de 
traitements plus long avec les billes généraient trop de chaleur et les dosages étaient inférieurs 
à la sonication (résultats non montrés). 
Billes de Zircon/Yttrium 
^ 150 
• Frankia sp. souche ACN14a 
• I Frankia sp. souche ACN14a avec vésicule 
Intensité, temps (m/s, sec) 
Figure 2. Quantification protéique relative d'une lyse de Frankia avec des billes de 
Zircon/Yttrium stabilisées par rapport à une lyse par sonication. 
Conclusion 
Pour conclure, on a opté pour l'utilisation des billes de Zircon/Yttrium stabilisées avec un 
traitement de 6 x 15 secondes à une intensité de 6,5 m/s pour la lyse de nos cultures de 
Frankia spp. Permettant ainsi de quantifier la croissance du microorganisme par un dosage des 
protéines totales par la méthode de Bradford. Cette technique de lyse est régulièrement utilisée 
au laboratoire et permet ainsi de sauver beaucoup de temps tout en ne compromettant pas la 
fiabilité de la quantification de la croissance du microorganisme par dosage des protéines 




Pour la précipitation des protéines, deux méthodes sont souvent utilisées soit celle utilisant de 
l'acétone et celle utilisant de l'acétone avec de l'acide trichloracétique (TCA). Selon "2-D 
Electrophoresis, Principles and Methods (GE Healthcare)", la méthode de précipitation 
utilisant l'acétone avec de l'acide trichloracétique (TCA) est plus efficace qu'avec seulement 
de l'acétone, par contre, elle peut éprouver des difficultés dans la resolubilisation des protéines 
qui peut demeurer incomplète. Afin de déterminer laquelle de ces deux méthodes de 
précipitation protéique donnera une meilleure purification protéique intracellulaire totale de 
Frankia spp., elles ont été testées en conditions contrôlées. 
Matériels et méthodes 
Le surnageant de la lyse par sonication des cellules de Frankia sp. souche ACN14a à été 
utilisé pour les essais de précipitation protéique. Le surnageant à été dosé par la méthode de 
Bradford. Par la suite le surnageant a été séparé en deux. Une partie du surnageant fut traité 
avec quatre volumes d'acétone contenant 0,07 % 2-mercaptoéthanol. L'autre partie du 
surnageant fût traité avec quatre volumes d'acétone contenant 10 % d'acide trichloracétique 
(TCA) et 0,07 % 2-mercaptoéthanol. Les deux parties ont été incubées trois heures à -20°C et 
par la suite centrifugés à 13 000 rpm pendant 15 min dans une microcentrifugeuse. Suivi de 
deux lavages des culots à l'acétone contenant 0,07 % 2-mercaptoéthanol. Par la suite, les 
culots ont été gardés sur glace. Immédiatement après la resolubilisation des culots dans un 
volume égal d'eau, ces solutions protéiques ont été dosées par la méthode de Bradford, afin de 
déterminer le recouvrement relatif des protéines totales par rapport à avant la précipitation 
protéique. 
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Résultats et discussions 
Le recouvrement protéique relatif à avant la précipitation avec l'acétone est de 61 % et de 27 
% avec celle employant l'acétone contenant 10% de TCA. La figure 3 démontre 
significativement que la purification protéique avec une précipitation protéique à l'acétone 
recouvre un plus grand pourcentage des protéines comparé à une précipitation à l'acétone 
contenant 10% de TCA. Suggérant que la méthode de précipitation avec l'acétone donne 
probablement une meilleure représentation de l'ensemble du protéome intracellulaire de 
Frankia sp. souche ACN14a. 
*0> ^ 
Méthode de précipitation 
Figure 3. Comparaison entre deux méthodes de précipitation protéique de leur pourcentage de 
recouvrement protéique après précipitation. 
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Conclusion 
Basée sur son plus grand recouvrement de protéines, la méthode de précipitation protéique 
employant de l'acétone sans TCA à été choisie pour nos études subséquentes d'analyses 
d'expressions protéomiques. 
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Chapitre 2 
CAPACITÉ D'ADAPTATION DE FRANKIA SP. ET DE L'AULNE AUX STRESS 
ENVIRONNEMENTAUX PROVENANT DE L'EXPLOITATION DES SABLES 
BITUMINEUX EN ALBERTA. 
Les aulnes sont reconnus pour leur habileté à recoloniser des environnements affectés par des 
processus naturels ou par l'action des humains. Ils sont capables d'établir une symbiose avec 
l'actinomycète Frankia, qui fournit de 70 à 100 % des besoins en azote de la plante. 
L'exploitation des sables bitumineux en Alberta a perturbé à ce jour une superficie de plus de 
420 km2. Il est estimé que la superficie d'exploitation totale est de 15 000 km2. Un des défis 
majeurs de cette industrie est de gérer la toxicité des sables résiduels, les sables issus du 
processus de purification du bitume, qui sont alcalins, salins et contiennent des acides 
naphthéniques. Afin de bien comprendre comment les aulnes et Frankia s'adaptent et 
perforaient dans ces conditions environnementales, on a mesuré et étudié en conditions 
contrôlées la tolérance des microsymbiotes, des plantes et de leur symbiose. De plus, on a 
caractérisé la modulation de l'expression protéique intracellulaire du microsymbiote face à 
une exposition aux acides naphthéniques. On a observé une tolérance aux stress exercés par 
les agents stressants des sables résiduels aux concentrations retrouvés sur les sites pour les 
souches de Frankia testées. De plus, la performance de la symbiose en présence de ces stress 
ne semble pas en être fortement affectée. On a observé que le NaCl était l'agent le plus 
stressant sur l'établissement de la symbiose; induisant une diminution de l'efficacité de la 
symbiose aulne - Frankia. On a aussi observé que l'inoculation des plantes avec Frankia 
augmentait de façon significative le ratio entre le poids aérien et le poids racinaire comparé 
aux plantes non inoculées. Finalement, on a identifié cinq protéines intracellulaires de Frankia 
sp.souche ACN14a dont l'expression a été affectée par le stress des acides naphthéniques. 
40 
La contribution des auteurs se répartit comme suit. J'ai effectué les manipulations 
expérimentales, l'analyse des résultats ainsi que leurs interprétations et la rédaction de 
l'article. Sébastien Roy a supervisé l'ensemble des travaux, révisé mon manuscrit et obtenu le 
financement du projet. 
41 
ADAPTATION OF FRANKIA SP., AND TOLERANCE OF ALDER AND THEIR 
ACTINORHIZAL SYMBIOSIS TO ENVIRONMENTAL STRESS ASSOCIATED WITH 
TAILING SANDS FROM THE CANADIAN OIL SANDS INDUSTRY. 
P.-L. Mallet and S. Roy* 
Centre d'étude et de valorisation de la diversité microbienne 
Centre SÈVE 
Centre d'étude de la Forêt 
Département de biologie 
Université de Sherbrooke 
Sherbrooke (Québec) 
Canada, J1K2R1 
Corresponding author. Mailing address: 
Département de Biologie 
Université de Sherbrooke 
Sherbrooke (Québec) 
Canada, J1K2R1 
Phone: (819) 821-8000 ext. 62505 
Fax:(819)821-8049 
Email : Sebastien.Roy@USherbrooke.ca 
42 
Abstract 
Alders are recognized for their ability to colonize harsh environments created by natural 
processes or by human activity. They establish symbiosis with the actinomycete Frankia, 
which provides 70 to 100 % of the plant's nitrogen requirements. Oil sands exploitation in 
Alberta, Canada, has resulted in the excavation of over 420 km2 of land and this number is 
expected to attain an area of 15 000 km . One of the major challenges for the oil sands 
industry is the management of the toxicity of the tailing sands, which are alkaline, saline and 
contain naphthenic acids. To fully understand howthe symbiosis of alders and Frankia 
perform and adapt to these challenging environmental conditions, we studied, in controlled 
conditions, the tolerance of the microsymbiont {Frankia) and it's host plant (alders) to specific 
compounds found in tailing sands. We also characterized the metabolic response of the 
microorganism to the presence of naphthenic acids. It was observed that the Frankia strains 
tested were able to tolerate naphthenic acids and salts at concentrations typically found in 
tailing sands. Furthermore, actinorhizal symbiosis could be established under these conditions. 
Inoculation of the plants with Frankia induced a significant increase in the aerial to root 
weight ratio, compared to non-inoculated plants under these conditions. However, we 
observed that NaCl exerted the most stress on the establishment of symbiosis; it decreased the 
efficiency of the interaction between the alder and Frankia. Finally, we identified five Frankia 




Frankia is a filamentous N2-fixing soil bacteria that can establish actinorhizal symbiosis with 
more than 220 angiosperm species belonging to 8 families and 25 genera (22, 26). Frankia is 
not an obligate symbiont, it can colonize two distinct ecological niches: roots of actinorhizal 
plants and soil (25, 31). Frankia is able to adopt symbiotically or saprophitically a specific 
morphological structure, the vesicle, which has the ability to fix atmospheric nitrogen (3, 7, 
25, 33). Inside the nodule in an analogous way to the Rhizobium-legame symbiosis, Frankiae 
receives photosynthetic products by the plant and in exchange it fixes 70 to 100 % of the 
plant's nitrogen requirements. One of the hosts of Frankiae, the alders, is well recognized for 
its ability to colonize harsh environments (24). The great tolerance to cold of the genus Alnus 
and the capacity to colonize varied environments results in their wide geographic distribution 
in temperate regions (33, 38). Alders have high annual nitrogen fixation rates despite having 
only a 3 month growing season in the majority of the temperate regions. Their contribution to 
nitrogen soil enrichment, which is comparable to legume symbiosis, can reach 300 kg N*ha" 
^year'1 (35, 38, 42). They are relatively independent of phosphorus and nitrogen in the soil 
due to their ability to establish a tetrapartite symbiosis (alder, ECM, AM, Frankia) (24, 33, 
38). 
In Alberta, three regions (Athabasca, Peace River and Cold Lake ) contain the major oil sand 
reserves and represent a total area of 77,000 km (41). The Clarke hot caustic soda method is 
employed to extract the bitumen from the oil sand (28). Once the extraction is complete, the 
solid fractions, the tailing sands, are alkaline (pH 8.5), saline (NaCl 40 mM and Na2S04 2 
mM) and contain naphthenic acids (hereafter, NA) (5, 8, 28). The toxicity exerted on 
organisms by the tailing sands is mainly caused by the high salinity and by the NA (5, 28). 
The high salinity generally causes three major problems for living organisms: hyper osmotic 
shock, deregulation of K+ and Ca2+ ion transportation across membranes and the toxic effects 
of specific ions on protein and nucleic acid metabolism, membrane integrity, and enzymatic 
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activities (2, 4, 16). The toxicity that stems mainly from the NA is due to their surfactant 
properties which allow them to cross cellular membranes more easily (28). 
One of the major challenges for the Albertan oil sands industry is the management of the 
toxicity of the tailing sands. Although the companies try to reclaim the lands disturbed by their 
activities, the success of their present method remains uncertain. In fact, a report issued in 
2006 specified that Syncrude, one of the major oil sand exploitation companies, had 
completed just above 20 % of the land reclamation (1). In about 45 years from now, the land 
area disturbed is expected to attain 15,000 km (5, 9, 10, 41). 
Currently, some alders are grown in these lands affected by this process, thus allowing 
revégétalisation and remediation, but we do not know the limits of this phytotechnology and 
how the interactions between the microsymbiont and the plant are affected under these 
stressful conditions. To fully understand how alders, Frankia and their symbiosis adapt and 
perform to these challenging environmental conditions, we measured under controlled 
conditions the tolerance of the microsymbiont {Frankia), the plant (alders) and their symbiosis 
to the major stresses exerted by the tailing sands. Moreover, we characterized the metabolic 
response of the microorganism as an indicator of tolerance to NA stress. 
Material and methods 
Frankia strains and medium 
The strains used in this research were Frankia sp. strain ACNlOa, Frankia sp. strain Avcll, 
Frankia sp. strain ACN14a, and Frankia sp. strain Cjl-82. Strains ACNlOa, ACN14a, and 
Cjl-82 were kindly provided by Professor D. Khasa from Université Laval (Centre d'Étude de 
la Forêt), while strain Avcll by ATCC (Manassas, US, #33255). Frankia strains were grown 
at 30°C in obscurity in BAPS medium (modified from Murry et al. 1984) containing the 
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following (mM): Na-propionate, 5; Na-succinate, 18.5; MgS04-7H20, 0.2025; CaCl2-2H20, 
0.135; NH4C1, 5; KH2P04, 9.993; FeS04-7H20, 0.01755; Na2EDTA-2H20, 0.01789; lmlL"1 
of the following micronutrient stock solution (gL"1): H3BO3, 2.86; MnCl24H20, 1.81; 
ZnS04-7H20, 0.22; CuS04-5H20, 0.08; Na2Mo04-2H20, 0.025; CoS04-7H20, 0.001; O.lmlL" 
1
 of the following vitamin stock solution (gL*1): thiamine-HCl, 0.1; pyridoxine-HCl, 0.5; 
nicotinic acid, 0.5; D-biotin, 0.225; folic acid, 0.1; D-pantothenic acid, 0.1; riboflavine, 0.1. 
The pH was adjusted to 6.7 before autoclaving. 
Microbial tolerance screening 
The cultures were grown for one week in 1 L erlenmeyer flasks containing 300 ml of BAPS at 
30 °C and then centrifuged, washed and resuspended in BAPS. 96 well plates (Falcon, Whitby, 
ON), containing BAPS media as positive control and BAPS media with increasing TS stressor 
agents from, were inoculated (except for two reference wells) with Frankia sp. at an 
equivalent of 15 (ig/ml of mycelial protein in a total volume of 200 |il/well and incubated for 
two weeks at 30 °C. The TS stressor agents were: alkalinity up to pH 9.5 (modified with 
NaOH), naphthenate salts up to 400 ppm (Acros Organics, Geel, Belgium), NaCl up to 500 
mM, Na2S04 up to 300 mM, NA up to 750 ppm (Acros Organics, Geel, Belgium) and a 
mixture of those three last chemical compounds up to 80 mM, 4 mM and 120 ppm, 
respectively. Following incubation, the reduction potential (microbial respiration) of the 
culture was tested with a tetrazolium salt, MTS (Promega, Madison, WI) and PMS (Sigma, St-
Louis, MO) as described by the manufacturer. After 4 h of incubation at 30 °C with the MTS-
PMS reagent, the 96-well plates were centrifuged, the supernatant was transferred to new 
plates and the absorbance was read at 490 nm. Relative MTS reduction was established from 
the positive control {Frankia sp. without stressor agents) which was fixed at 100 %. In all the 
results shown herein, the 490 nm absorbance of the positive control was at least three times 
higher than the reference wells (i.e. the background level). Frankia tolerance was defined as a 
minimum of 25 % or more of relative MTS reduction (compared to control). 
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Plant and symbiosis tolerance screening 
The alders used in our study, Alnus incana (L.) Moench ssp. rugosa (speckled alder; seedlot 
8431680.0) and Alnus viridis (Chaix) DC. ssp. crispa (mountain alder; seedlot 8360545.0), are 
indigenous to the Alberta oil sands region. The seeds were provided by the National Tree Seed 
Centre of Canada, (Fredericton, NB). Seeds were surface sterilized twice with hydrogen 
peroxide 30 % for 10 min, rinsed three times with sterile distilled water for 10 min, then 
incubated for 24 h at 4 °C in the dark for stratification. The next day, seeds were sterilized 
again and put on Petri dishes containing the following (g-L*1): Murashige and Skoog basal salt 
mixture (Sigma, St-Louis, MO), 4.3; sucrose, 25; Gelzan™ CM (Sigma, St-Louis, MO), 3 and 
1 ml of Gamborg's vitamins solution at pH 5.7 (Sigma, St-Louis, MO). The Petri dishes were 
incubated for 3 weeks to allow germination. 15 plantlets per treatment were transferred to 5 
CYG germination pouches (Mega International, St-Paul, MN, at 3 plantlets per pouch. The 
pouches were held in custom-made sterilized racks which were placed in a modified 
polycarbonate container with lid sterilized by autoclave. Containers had two holes on the sides 
covered with a 0.22 |um membrane (Millipore Corporation, Bedford, MA) allowing air 
exchange but preserving the sterility of the contents. The plantlets were watered weekly with 
a modified Hoagland's solution 0,1X (containing 5 ppm of nitrogen as KNO3), as described by 
Xiong, Z. and al. 2006, for about 15 weeks. Two weeks after the plantlets transfer, plants 
slated for such treatments were inoculated with Frankia sp. ACN14a (15 JLII packed cell 
volume per pouch) and TS stressors agents were added simultaneously. NA had to be 
dissolved in ethanol prior to delivery into the pouches, thus necessitating a control pouch with 
ethanol (200 JLXI ethanol/pouch). For the preliminary trials designed to define plant tolerance to 
TS stress (i.e. before performing symbiosis experiments), plants were not inoculated with 
Frankia. Harvest observation consisted of measurement of the fresh plant's total mass, aerial 
parts weight, roots weignt, nodules weight, number of nodules per plant, and the nitrogen 
fixation rate of the nodules. A two-way ANOVA with Bonferroni post tests was performed on 
plants total weight, on plant aerial to root weight ratios and on inoculated to non-inoculated 
47 
plants total weight. A one-way ANOVA with "Tukey" post test was performed on plant nodule 
numbers. 
Quantification of nitrogénase activity (ARA) 
Nitrogénase is 4 times more effective at reducing acetylene than atmospheric nitrogen (11). 
We measured the acetylene reduction product, ethylene, to quantify nitrogénase activity with 
an assay modified from Tjepkema, J.D. And Murry, M.A., 1989. All nodules excised from one 
pouch were transferred to a single 10 ml vial (Chromatographic Specialties Inc., Rockwood, 
TN) capped with a 20 mm septum stopper (Bellco Glass Inc., Vineland, NJ) and with an 
aluminum ring seal (Chromatographic Specialties Inc., Rockwood, TN). Nodules were then 
incubated for 24 h with 10 % acetylene in the plantarium. Following the incubation, 5 ml of 
gas samples were transferred to 3 ml Exetainer (Labco, Wycombe, UK) storage vials before 
being analyzed. 2 ml gas samples were taken from the Exetainer vials and injected into the 
250 |il loop of a CP-3800 gas chromatograph (Varian, Walnut Creek, CA). A Hayesep N 80-
100 column was used to separate analytes and detection of ethylene production was performed 
by FID. The Varian star 6 chromatography workstation version 6.20 program was used to 
analyze the chromatograms. A one-way ANOVA with tukey post test was performed on 
nodule acetylene reduction assays. 
Proteomic study 
Growth conditions 
Frankia sp. strain ACN14a was grown in 5 L BAPS medium in a 7 L capacity BioFlo 110 
bioreactor (New Brunswick Scientific, Edison, NJ). The culture was harvested when it was in 
exponential phase, determined by protein quantification (Bradford, Biorad, Hercules, CA) 
after lysis of the Frankia cells. Lysis was achieved using 0.6-0.8 mm zirconium/yttrium 
stabilised beads (Sigmund Lindner, Warmensteinach, Germany) with 6 x 15 sec treatments at 
an intensity of 6.5 m/s on a FastPrep-24 (MP Biomedicals, Solon, OH) separated by 2 min 
incubations on ice. The culture was centrifuged at 7000 x g, washed once in KH2P04 10 mM, 
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pH 6.7 and resuspended in fresh BAPS. For the proteomic experiment, two bioreactors were 
inoculated simultaneously at 15 |ng/ml of mycelial protein in 2.2 L of BAPS. The conditions of 
incubation were: 25°C, 150 rpm agitation, constant pH (6.7) and constant dissolved O2 (100 
%). When the cultures reached the mid-exponential phase, between 75 and 120 |ig/ml of 
mycelial protein, 60 ppm of naphthenic acids (NA) were added to one of the two bioreactors. 
48 h after the addition of NA in the test bioreactor both cultures, control and test, were 
harveted for intracellular proteins purification. 
Intracellular proteins purification 
The culture samples were centrifuged at 3440 x g and washed three times with sonication 
buffer (lOmM Tris-HCl, ImM PMSF, 2mM EDTA, pH 7) and finally resuspended in 4 ml of 
the same buffer. Frankia cells were sonicated on ice with a Vibra Cell model VCX 130PB 
(Sonics and Materials Inc., Newtown, CT) 4 x 1 min at 50 % amplitude. The sonicated 
samples were centrifuged at 3440 x g and the supematants were mixed in 5 volumes of 
acetone to precipitate the proteins (-20°C for 3 h). Proteins were then resolubilized in sample 
rehydratation buffer (8 M urea, 2 % (v/v) Pharmalyte pH 4-6.5 (Amersham Biosciences Corp., 
Piscataway, NJ), 260 (il of Triton X-100, 1.25 ml of 10 % NP-40, 70 mg DTT, 50 \il of 
bromophenol blue 1 %, fill at 25 ml with dH2Û). Protein quantification of the purified extracts 
was performed using the 2D quant-kit as described by the manufacturer (Amersham 
Biosciences Corp., Piscataway, NJ). 
Protéome analysis 
The rehydratation of the 11 cm immobiline drystrips pH 4-7 (GE healthcare, Uppsala, 
Sweden) was carried out in the reswelling tray with rehydratation buffer containing 200 |ag of 
the purified intracellular proteins. A multiphor 2 electrophoresis unit (Pharmacia LKB, 
Uppsala, Sweden) with a cooling bath (20°C) were used to perform the isoelectrofocalization. 
A three-step programmed voltage ramping was performed (300 V - 6 h, 300 to 3500 V - 1.5 h 
and 3500 V - 9 h). The isoelectric focused drystrips were then equilibrated twice in 10 ml of 
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equilibration buffer for 15 min each time. 10 mg/ml of DTT and 25 mg/ml of iodoacetamide 
were added for the first and the second equilibration steps, respectively, as described in 2-D 
Electrophoresis, Principles and Methods (GE Healthcare). SDS-PAGE was performed as 
described by Laemmli (1970) with a 12 % polyacrylamide resolving gel and a 4% 
polyacrylamide stacking gel (20). The gels were run at 150 V for 1.5 h and then at 300 V for 
5h. The molecular weight standard ladder used was the Amersham low molecular weight 
calibration kit for SDS electrophoresis (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and the gels 
were stained with colloïdal coomassie blue G-250. For proteomic studies three sets of 
bioreactor trials (consisting of the "control" and "test" bioreactors) were performed yielding a 
total of 12 protein extracts wich were analyzed using the Phoretix 2D version 2004 program 
(Nonlinear Dynamics Ltd., Newcastle upon Tyne, UK). Proteins were selected if they were, in 
each individual trial, always up-regulated or always down-regulated as detected visually in the 
"test" sample versus the control. Selected proteins were excised from the polyacrylamide gel 
and send for sequencing to the plateforme protéomique du Centre de génomique de Québec, 
Québec, Canada. 
In-gel digestion and mass spectrometry 
Excised polyacrylamide gel spots were transferred to 96-well plates and then washed with 
water. Tryptic digestion was performed by a MassPrep liquid handling robot (Waters, Milford, 
USA) according to the manufacturer's specifications and to the protocol of Shevchenko et al 
(36) with the modifications suggested by Havlis et (al) (12). Briefly, proteins were reduced 
with lOmM DTT and alkylated with 55mM iodoacetamide. Trypsin digestion was performed 
using 105 mM of modified porcine trypsin (Sequencing grade, Promega, Madison, WI) at 
58°C for lh. Digestion products were extracted using 1% formic acid, 2% acetonitrile 
followed by 1% formic acid, 50% acetonitrile. The recovered extracts were pooled, vacuum 
centrifuge dried and then resuspended in 8 |il of 0.1% formic acid. 4 |ul of this mixture were 
analyzed by mass spectrometry. Peptide samples were separated by online reversed-phase 
(RP) nanoscale capillary liquid chromatography (nanoLC) and analyzed by electrospray mass 
spectrometry (ES MS/MS). The experiments were performed with a Thermo Surveyor MS 
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pump connected to a LTQ linear ion trap mass spectrometer (ThermoFisher, San Jose, CA) 
equipped with a nanoelectrospray ion source (ThermoFisher, San Jose, CA). Peptide 
separation took place on a PicoFrit column BioBasic C18, 10 cm x 0.075 mm internal 
diameter, (New Objective, Woburn, MA) with a linear gradient from 2-50% solvent B 
(acetonitrile, 0.1% formic acid) for 30 minutes, at 200 nL/min (obtained by flow-splitting). 
Mass spectra were acquired using a data dependent acquisition mode using Xcalibur software 
version 2.0. Each full scan mass spectrum (400 to 2000 m/z) was followed by collision-
induced dissociation of the seven most intense ions. The dynamic exclusion (30 sec exclusion 
duration) function was enabled, and the relative collisional fragmentation energy was set to 
35%. 
Database searching and Protein identification criteria 
All MS/MS samples were analyzed using Mascot (Matrix Science, London, UK; version 
2.2.0). Mascot was set up to search the unirefl00_15_3_Frankia_1854 database (unknown 
version, 18819 entries, November 2009) assuming the digestion enzyme trypsin. Mascot was 
searched with a fragment ion mass tolerance of 0.50 Da and a parent ion tolerance of 2.0 Da. 
The iodoacetamide derivative of cysteine was specified as a fixed modification and oxidation 
of methionine was specified as a variable modification. Two missed cleavages were allowed. 
Scaffold_2_06_00 (Protéome Software Inc., Portland, OR) was used to validate MS/MS based 
peptide and protein identifications. Peptide identifications were accepted if they could be 
established at greater than 95.0% probability as specified by the Peptide Prophet algorithm 
(18). Protein identifications were accepted if they could be established at greater than 95.0% 
probability and contained at least 2 identified peptides. Protein probabilities were assigned by 
the Protein Prophet algorithm (23). Proteins that contained similar peptides and could not be 





To identify the threshold of tolerance of Frankia ssp. to environmental stress, four Frankia sp. 
strains were used: ACNlOa, Avcll, ACN14a and Cjl-82. The first three strains were isolated 
from Alnus viridis Chaix spp. crispa and the former from Casuarina sp.junghuhniana. Figure 
1 show the MTS reduction indicative of the metabolic rate by Frankia sp. strain in different 
TS associated stress. Figure 2 show the tolerance (defined as a minimum of 25 % or more of 
relative MTS reduction) of Frankia sp. strains in different TS associated stress. Frankia sp. 
strain ACN14a showed the highest tolerance to salinity followed by Avcll. The Frankia 
strains isolated from alders showed the highest tolerance for NA and naphthenate salts. 
Amongst these four strains, Frankia sp. ACNlOa was the most sensitive to the salinity. Strain 
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Fig. 1. Frankia sp. relative MTS reduction indicative of metabolic rate, (a) Alkalinity, (b) 
NaCl. (c) Na2S04. (d) Naphthenic acids, (e) Naphthenate salts, (f) Amalgam (NaCl, Na2S04, 
and naphthenic acids), where [x] = concentration found on site. Error bars represented the 
SEM. The different strains are denoted as follow:^, strain ACNlOa, , strain Avc l l ; * , 
strain ACN14a;*, strain Cjl-82. 
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Fig. 2. Tolerance (indicative of survival) of Frankia sp. strains to the tailing sand stressor 
agents, (a) Tolerance to alkalinity, (b) Tolerance to NaCl. (c) Tolerance to Na2S04. (d) 
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Tolerance to naphthenic acids, (e) Tolerance to naphthenate salts, (f) Tolerance to the 
amalgam (NaCl, Na2SÛ4, and naphthenic acids), where [x] = concentration found on site. 
Tolerance of the Alder-Frankia symbiosis to environmental stress 
To define functional experimental conditions, we determined the level of tolerance of alders 
(non-inoculated alders) to the environmental stressors of interest (results not shown). When 
possible, for subsequent experiments, we chose concentrations of TS stressor agents found in 
tailing sands (40 mM NaCl, 2 mM Na2S04, and 60 ppm NA). However, in some cases lower 
concentrations were required to be sublethal to A.rugosa and A.crispa. Note that in the A. 
rugosa - Frankia sp. strain ACN14a and A. crispa - Frankia sp. strain ACN14a symbiosis 
experiments, respectively, 93 % and 89 % of the pouches in the whole experiment (100 
pouches/experiment) were harvested, since some growth pouches were affected by fungal 
contamination and had to be eliminated during the course of the 4 month growth period. 
In Fig. 3, the tolerance of A. rugosa — Frankia sp. strain ACN14a symbiosis was measured in 
the presence of TS stressor agents. Fig. 3a results show that inoculation in all treatments, 
except for 40 mM NaCl, increased the plant's total weight and significantly so for the 8 mM 
NaCl treatment. Fig 3b show that in the 40 mM NaCl treatment the number of nodules had 
significantly decreased, 3.5 times compared to its control. Although the total nodule weight for 
plants treated with NaCl (40mM) did not significantly decrease, it was on average 4 times 
lower compared to its control (results not shown). Results in fig 3c show that in all treatments, 
except for 40 mM NaCl, the plant's aerial to root weight ratio increased significantly with 
inoculation. The nitrogen fixation was observed for all treatments except 40 mM NaCl (fig 
5.a). We also observed a significant decrease in the number of nodules on plants treated with 
the 0.2 [x] and 0.4 [x] amalgam treatments as compared to the control without ethanol, but no 
significant change was observed from their real control containing ethanol (fig 3.b). 
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Fig. 4 presents results for the A. crispa - Frankia sp. strain ACN14a symbiosis. In fig. 4.a, we 
observe in all treatments that inoculation did not significantly increase the total plant weight. 
Fig 4.b results show that the number of nodules per plant were slightly different between 
treatments but no treatment was significantly different when compared to its control. 
Nevertheless, we observed that plant nodule numbers significantly decreased in the 40 mM 
NaCl (about 3 times) and in 0.2 [x] amalgam (2 times) treatments compared to the 8 mM NaCl 
treatment. The weight per nodule in the stress treatments was not significantly affected, but all 
slightly decreased compared to their control (results not shown). The plant nodule weight in 
all treatments did not differ significantly from their control but in the 40 mM NaCl treatment, 
a 3 times decrease was observed (results not shown). The inoculated plants total weight in the 
stress treatments did not differ significantly from their control (results not shown). The same 
was true for the non-inoculated plant's total weight (results not shown). Fig. 4.c show that in 
all treatments, except for 40 mM NaCl, inoculation significantly increased the plant's aerial to 
root weight ratios for control, 8 mM NaCl, 2 mM Na2SÛ4, 12 ppm NA, and 0.2 [x] amalgam 
treatments. In fig 5.b, we observed that nodule nitrogen fixation rates were very variable; 
however nodule nitrogen fixation was observed in all treatments. 
In fig. 6, the inoculated to non-inoculated A. crispa total weight ratio (1.20) was significantly 
lower compared to the one of A. rugosa (2.16) in the "All" treatment, which comprised the 
plants of the whole experiment. We also observed that A. crispa ratio was significantly lower 
in the 8 mM NaCl and 0.2 [x] (NA + NaCl) treatments compared to those of A. rugosa. 
Furthermore, the ratios were higher or practically equal in all treatments for A. rugosa 
compared to those for A. crispa. 
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Fig. 3. Alnus rugosa - Frankia sp. strain ACN14a symbiosis tolerance to tailing sand stressor 
agents, (a) Plant's total weight and (c) Plant's aerial/root weight, where the full and the hacht 
line represent, respectively, the inoculated and non-inoculated plant's mean. A two-way 
ANOVA with Bonferroni post tests was performed on (a) and (c). A one-way ANOVA with 
tukey post test was performed on (b) Plant's nodule number. The amalgam consist of NaCl, 
Na2S04, and naphthenic acids, where [x] = concentration found on site. The significant P 
values are denoted as follow: *, PO.05; **, PO.01; ***, PO.001; letter, PO.05. 
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Fig. 4. Alnus crispa — Frankia sp. strain ACN14a symbiosis tolerance to tailing sand stressor 
agents, (a) Plant's total weight and (c) Plant's aerial/root weight, where the full and the hacht 
line represent, respectively, the inoculated and non-inoculated plant's mean. A two-way 
ANOVA with Bonferroni post tests was performed on (a) and (c). A one-way ANOVA with 
tukey post test was performed on (b) Plant's nodule number. The amalgam consist of NaCl, 
Na2S04, and naphthenic acids, where [x] = concentration found on site. The significant P 
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Fig. 5. Alder nodules nitrogénase activity in presence of tailing sand stressor agents, (a) Alnus 
rugosa - Frankia sp. strain ACN14a nodules acetylene reduction assays (ARA) in presence of 
different TS associated stresses, (b) Alnus crispa - Frankia sp. strain ACN14a nodules 
acetylene reduction assays (ARA) in presence of different TS associated stresses. The nodule 
fixation rate was calculated in nM C2H4 h^g"1 nodule. The amalgam consist of NaCl, Na2SÛ4, 
and naphthenic acids, where [x] = concentration found on site. A one-way ANOVA with 
tukey post test was performed on (a) and (b). The significant P values are denoted as follow: *, 
PO.05; **, P<0.01; ***, PO.001; letter, PO.05. 
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Fig. 6. Comparison of the inoculated on non-inoculated plant's total weight ratios between A 
rugosa and A. crispa. A two-way ANOVA with Bonferroni postests was performed. The "All" 
section englobed plants from all treatments. The amalgam consist of NaCl, Na2SC>4, and 
naphthenic acids, where [x] = concentration found on site. The significant P values are 
denoted as follow: *, P<0.05; **, PO.01; ***, PO.001; letter, PO.05. 
Proteomic study 
Unlike the Frankia sp. static erlenmeyer culture (3, 34, 35), our culture method in the 
bioreactor allowed reproducible growth patterns of dispersed mycelium compatible with 
subsequent metabolic investigations. Fig. 7 shows that growth of Frankia sp. strain ACN14a 
was reproducible for the three culture replicates in each condition (control and test). 
Moreover, the growths of Frankia sp. strain ACN14a in both conditions were similar until day 
4, at which time the test bioreactor was spiked with NA at a final concentration of 60 ppm. 
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From day 4, the growth in the test bioreactor slowed down compared to the control bioreactor. 
On day 6, a culture sample in both bioreactors was harvested for the intracellular proteomic 
study and following the analysis of the proteomes, five protein spots were selected for further 
analysis by LC-MS/MS protein sequencing. The proteins selected for sequencing on the two-
dimension gel electrophoresis are shown in the fig. 8. Of the five proteins selected, one was 
down-regulated and four were up-regulated in the presence of NA compared to the control 
(Tables 1 and 2). The down-regulated protein is involved in transcription regulation. Two up-
regulated proteins in the presence of NA were implicated in fatty acid metabolism. We also 
observed two other up-regulated proteins, one which is found in many metabolic pathways and 
the other was not characterized enough to identify its function. 
Growth of Frankia sp. strain ACN 14a 
Control 
NA 60 ppm 
Time (day) 
Fig. 7. Growth of Frankia sp. strain ACN14a in the bioreactors. The * symbol signified the 
day where the test bioreactor was supplemented with NA at a final concentration of 60 ppm. 
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Control pi N A 60 ppm pi 
Fig. 8. Two-dimensional electrophoresis gels of intracellular protein extracts from Frankia sp. 
strain ACN14a exposed or not to NA 60 ppm for 48h. 
(A) Image of 2-DE of intracellular proteins extract from Frankia sp. strain ACN14a grown in 
Baps medium. (B) Image of 2-DE of intracellular proteins extract from Frankia sp. strain 
ACN14a 48 h after addition of NA 60 ppm. Square and arrow with corresponding number 
from Table 1 indicate proteins down-regulated by the addition of NA 60 ppm, and circles and 
arrows with corresponding number from Table 2 indicate proteins up-regulated by the addition 
of NA 60 ppm. Intracellular protein extracts (200 jig) were separated on pH 4 - 7 linear IPG 
strips, followed by 12.5% SDS-PAGE electrophoresis. 
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Table 1. Down-regulated intracellular proteins in Frankia sp. ACN14a exposed to 60 ppm NA 
Name Protein Probable 






1. Transcription antitermination Q0RRT7 Transcription 17 38 
protein nusG regulation 
Table 2. Up-regulated intracellular proteins in Frankia sp. ACN14a exposed to 60 ppm NA 
Name Protein Probable No. of Sequence 
accession function Matching coverage 
no. peptides (%) 
1. Aldehyde dehydrogenase Q0RMH3 Metabolic 
pathways 
27 48 
2. 3-ketoacyl-CoA thiolase Q0RG14 Fatty acids 
metabolism 
18 55 
3. Putative uncharacterized 
protein 
Q0RMH1 Unknown 10 30 





Screening for microbial tolerance 
Results from our study show that the Frankia strains tested largely tolerate environmental 
stress associated with TS, at typically levels found on site (40 mM NaCl, 2 mM Na2S04, and 
60 ppm NA). In the context of the Albertan oil sand exploitation, the TS produced is not 
perfectly homogenous and does differs from site to site. There may also be some areas in the 
TS where the concentrations of TS stressor agents may not be proportional and/or higher of 
the typical concentration levels (8, 28). For these reasons, the most promising strains able to 
tolerate the stresses of the TS are Avcll, which has already been tested on site, and ACN14a. 
Moreover, these strains have the highest tolerance to the individual stresses (salinity, NA, and 
naphthenate salts) and they showed the highest relative MTS reduction at 2 [*] amalgam. It 
was reported elsewhere that Frankia sp. isolated from Casuarina were more salt tolerant than 
those isolated from non-Casuarina plants (6). Here, our results showed that two strains 
isolated from alders were more salt tolerant than the Casuarina isolated strain. We note that 
tolerance to stress differs between strains isolated from the same genera host (alder). These 
results justify the importance of adequate selection for tolerant microorganisms in order to 
elaborate a reliable biorémédiation technique. 
Plant and symbiosis tolerance screening and nitrogen fixation 
Fig. 3.a. shows in all treatments (except for 40 mM NaCl) that inoculation of the Alnus rugosa 
with Frankia sp. strain ACN14a symbiosis increased the total weight of plants, particularly the 
aerial tissues (fig. 3.c). Fig. 4a. shows that inoculation of the Alnus crispa with Frankia sp. 
strain ACN14a did not cause significant total weight gain per plant compared to the un-
inoculated plants. The inoculated Alnus crispa showed an increase of the plant's aerial to root 
weight ratio compared to the un-inoculated plants, an effect which seems to be attenuated in 
treatments with higher concentrations of stressor agents. The Alnus crispa - Frankia sp. strain 
ACN14a symbiosis seemed to tolerate the TS stressor agents as well as Alnus rugosa- Frankia 
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sp. strain ACN14a symbiosis. However, its inoculated plant total weight was not significantly 
increased compared to the un-inoculated plants, as opposed to A. rugosa. In fact, the 
inoculated to un-inoculated plant's total weight ratio was significantly higher in the 
experiment with Alnus rugosa (2.16) compared to Alnus crispa (1.20). 
Fig 3.b. and 4.b. show that the Alnus rugosa, Alnus crispa - Frankia sp. strain ACN14a 
symbiosis respectively were not severely affected in terms of nodule numbers and nitrogen 
fixation (fig.5), except in the presence of 40 mM NaCl. Although Frankia sp. strain ACN14a 
was able to keep its infectivity at an attenuated degree in the 40 mM NaCl treatment; it may 
have loss its effectiveness. The lack of relative increase of total weight in inoculated plants 
and the aerial to root weight ratio may have been caused by the significant decrease in nodules 
and/or by a reduction in nitrogen fixation. Alternately, nitrogen fixation may have been 
lessened due to a reduction in photosynthetate translocation to the nodule. In young alders, 
nitrogénase activity is highly dependent on newly synthesized photosynthetates transported 
from the leaves to the root nodule (14, 35). It remains to be verified if nitrogénase was 
produced, inhibited or lacked energy supply. Knowing that a plant's nodule number is strictly 
autoregulated (9), we can state that the 40 mM NaCl treatment significantly decreased the 
establishment of A. rugosa - Frankia sp. strain ACN14a symbiosis and affect severely that of 
A. crispa - Frankia sp. strain ACN14a. Results from this study corroborate previous findings 
that showed decrease in actinorhizal plant growth, nodulation, and nitrogen fixation in 
presence of salinity (6, 15, 22, 39, 40). 
Fig. 6 show that the Alnus rugosa - Frankia sp. strain ACN14a symbiosis contributed more to 
the plant's total weight than the Alnus crispa - Frankia sp. strain ACN14a symbiosis, except 
for 40 mM NaCl and 60 ppm NA stresses. In the context of revegetation based on biomass 
production, our results suggest that the Alnus rugosa - Frankia sp. strain ACN14a symbiosis 
would seem to be a better choice, however maybe the Alnus crispa - Frankia sp. strain 
ACN14a symbiosis would release more root exudates than A. rugosa, explaining the lower 
contribution to plant total weight by (energetic) photosynthetates loss. In terms of energy, the 
amount of root exudates can attain 10 to 20 % of the plant's annual photosynthetic output and 
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can promote an increase of 10 to 100 times in the normal microbial populations (32, 33). The 
increase of the inoculated plant aerial to root weight ratios compared to those of the un-
inoculated plants suggested that these symbiotic plants adapt their morphology in response to 
available nitrogen fixed by the nodule. It has been known for a long time that allocation of 
growth to roots increases with decreasing nutrient or water availability (13). In the symbiosis 
tolerance experiments, we were not able to use the amalgam of stressor agents at 
concentrations found on site due to their lethality to both plant species. However, we know 
that these plants can grow in TS (33), an apparent discrapency which can be explained by the 
higher bioavaibility of the stressor agents in our hydroponic growth pouches. As was 
previously observed in actinorhizal and legume symbiosis by (39, 44), our results suggest that 
Frankia was more tolerant to salinity and NA than its host and symbiosis. To transpose our 
results to the TS in Alberta a normalization of the stressor agent bioavaibilities would be 
required. At concentrations found in TS, NaCl stress is more acute on symbiosis than NA and 
Na2S04 stresses separately. In the symbiosis tolerance experiments, our results had a great 
variability probably due in large part to the plant's genetic variability. However, using seeds 
rather than alder clones in our experiments was paramount to describe the response (including 
variability) of these alder species. This allowed us to study the potential of a revegetalization 
technique in controlled conditions, as related to the oil sand tailings produced in Alberta. 
Proteomic study 
We observed that growth of Frankia ACN14a was slowed down in presence of NA but it was 
not inhibited. Cyclic hydrocarbons are known to slow down the growth of bacteria and fungi 
(37). NA due to its surfactant properties can pass more easily through the cell wall and will 
affect the integrity of the membrane. The primarily functions of the membrane are to keep an 
ions gradients to drive various endergonic process, to keep an intracellular ions concentrations 
compatible with enzymatic activities, and to form a matrix for membrane embedded enzymes 
(28, 37). Two up-regulated proteins, in the presence of NA, were implicated in the fatty acid 
metabolism suggesting a rearrangement of the composition and structure of the membrane. 
These proteins were: a putative dehydrogenase and a 3-ketoacyl-CoA thiolases. The putative 
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déshydrogénase has a conserved 3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase and aNAD(P)(+)-
binding domain. The function of the first domain is implicated in fatty acid elongation and is 
NADPH-dependent (19). The 3-ketoacyl-CoA thiolases (thiolase 1) are mainly implicated in 
degradation of the beta-oxidative fatty acids and have broad chain-length specificity (43). 
Modification of the fatty acid composition of the membrane by microorganisms has been 
observed in the presence of lipophilic compounds (37). The microorganisms will change the 
degree of saturation of the phospholipid's acyl chains to restabilize the membrane fluidity 
(37). Knowing that many bacteria adapt to osmotic stress by accumulating of osmolytes 
derived from many current intermediary metabolites (i.e. amino acids) (27, 29, 30, 44) and 
that NA inflicted membrane disruption and cytotoxicity with osmotic stress being mainly 
responsible for the toxicity response (28). We did not detect in our proteomic analyses, protein 
implicated in production of osmolyte and growth of the microorganism in presence of NA. 
This suggested that Frankia sp. strain ACN14a seems able to maintain its membrane integrity 
in the presence of NA which could explain the up-regulation of the Frankia sp. strain ACN14a 
protein implicated in fatty acid metabolism in the presence of NA. 
A transcription regulator, transcription antitermination protein nusG, was down-regulated in 
the presence of NA. This protein nusG in Escherichia coli interacts with the termination factor 
rho to increase the effiency of transcriptional termination (21). Nevertheless, the involvement 
of bacterial transcription termination control in physiological processes, especially in stress 
responses, is still not well characterized (17). This opens the question of how the down 
regulation of the Frankia sp. strain ACN14a nusG protein is implicated in response to the 
stress imposed by NA. 
Here we showed that Frankia sp. strain ACN14a modulated the expression of some proteins in 
response to NA stress. This suggested that these proteins are required by Frankia sp. strain 
ACN14a to confer tolerance to NA, which further will allow growth and establishment of the 
symbiosis with the alder. The absence of techniques to stably deleted genes in the Frankia 
genus is a problem for the confirmation of this hypothesis. 
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Conclusions 
Our results show a decrease in the growth rate of the microorganism in presence of NA. They 
also show that Frankia sp. ACN14a in the presence of NA has up-regulated proteins 
implicated mainly in fatty acid metabolism. We observed that Frankia spp. were more tolerant 
to environmental stress than their alder host plants. It appears that NaCl was the most stressful 
to the Frankia sp. ACN14a - alder symbiosis. We observed that actinorhizal alders adapted 
their morphology to the presence of nodulation by increasing their aerial to root weight ratio. 
Finally, it appears that selection of compatible, stress tolerant microorganisms and especially 
host plants must be carried out in order to obtain a well-developped symbiosis. A clear 
understanding of the tolerance of the alder-Frankia sp. symbiosis will be required in order to 
apply revégétalisation and biorémédiation technology with any consistent success. Testing the 
symbiosis performance under stress, in controled conditions, is an important approach to 
optimize revegetalization and biorémédiation techniques. 
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Ce projet de maîtrise aura permis de faire la mise au point de plusieurs techniques pour l'étude 
de l'actinomycète Frankia. Ces techniques sont la quantification de la croissance de Frankia 
par lyse avec billes, la culture en bioréacteur de Frankia, l'électrophorèse en gel deux 
dimensions pour l'étude du protéome de Frankia ainsi que l'essai de la réduction de 
l'acétylène afin de quantifier la fixation d'azote. Pour la quantification de la croissance de 
Frankia, une méthode de lyse bactérienne dans un homogénéisateur à l'aide de billes de 
Zircon/Yttrium a été élaborée. Cette lyse est aussi efficace que la sonication et permet de 
traiter plusieurs échantillons à la fois permettant ainsi d'épargner beaucoup de temps lors des 
quantifications de la croissance. La méthode de culture en bioréacteur mise au point a permis 
de générer beaucoup d'inoculum et d'avoir une culture dispersée en phase exponentielle qui 
permet de faire des études métaboliques sur Frankia. La technique d'électrophorèse en gel 
deux dimensions élaborée a permis de séparer et de retrouver les protéines intracellulaires de 
Frankia sp. souche ACN14a de façon reproductible. La technique de la réduction de 
l'acétylène mis au point aura permis de séparer Péthylène, étant le produit de la réduction de 
l'acétylène, des autres gaz afin de le quantifier d'une manière reproductible. Dans un 
deuxième temps, ces méthodes m'auront permis d'étudier l'impact des contaminants des 
sables résiduels de l'industrie pétrolière albertaine sur Frankia sp. et de sa symbiose avec 
l'aulne. 
Suite à des essais de recolonisation sur les terres perturbées de 1'Alberta par les industries 
pétrolières avec des aulnes en symbiose avec Frankia sp. (31). J'ai voulu mesurer en 
conditions contrôlées le potentiel de la symbiose mlne-Frankia sp. pour recoloniser et croître 
sur ces terres. Étant donné que l'on observe déjà des aulnes indigènes actinorhizés sur ces 
terres perturbées. J'ai émis l'hypothèse que Frankia spp. peut tolérer, en tant que saprophyte, 
le stress exercé par les sables résiduels générés par les industries pétrolières de PAlberta. J'ai 
mesuré la tolérance de quatre souches de Frankia sp. souche ACNlOa, Avcll, ACN14a et 
Cjl-82 face à différentes concentrations des agents stressants. Mes résultats suggèrent que ces 
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quatre souches sont capables de tolérer les stress imposés par les sables résiduels. D'ailleurs, 
j 'ai identifié deux souches prometteuses, au niveau de leur tolérance, pour une application de 
revégétalisation et de biorémédiation des sables résiduels soit Avcll, qui est déjà employée sur 
les sites d'exploitation, et ACN14a. 
Afin de vérifier ma deuxième hypothèse que l'établissement et le maintien de la symbiose 
mlne-Frankia ne sont pas complètement inhibés par le stress des sables résiduels. J'ai effectué 
en conditions contrôlées des essais d'établissement de symbiose et de quantification de sa 
performance en présence de stress associés au sable résiduel. Les résultats suggèrent très 
fortement que la symbiose Frankia sp. souche ACN14a - aulne performe bien au niveau de 
son développement et maintien en présence des agents stressants des sables résiduels. Nous 
avons identifié que le NaCl (40 mM) est le plus stressant pour le développement et maintien 
de la symbiose. Lorsque la symbiose Frankia sp. souche ACN14a est en présence de NaCl 40 
mM, il y a une forte diminution du poids total du plant, du nombre de nodules par plant et de 
son activité fixatrice d'azote par les nodules. On a observé que le ratio poids aérien sur 
racinaire était augmenté chez les plantes inoculées versus les non inoculées. Ce qui est d'une 
grande importance, car les parties aériennes permettront d'enrichir le sol, par la perte de 
feuille, en nutriments ce qui aidera à régénérer la microflore du sol (39). On a aussi observé 
que le microorganisme était plus tolérant aux agents stressants que les plantes hôtes. Cette 
conclusion revêt d'une grande importance pratique, qui nécessitera plus spécifiquement une 
bonne sélection d'aulne résistant aux conditions retrouvées dans ces sols perturbés. 
Ayant constaté la tolérance, in vitro, de Frankia sp. souche ACN14a à l'acide naphthénique, 
notre hypothèse voulait que le microorganisme s'adapte à ce stress en modifiant ses activités 
métaboliques. Cette hypothèse a été vérifiée à l'aide de l'électrophorèse en gel deux 
dimensions. Les résultats obtenus ont confirmé une modulation de l'expression de protéines 
intracellulaires en présence d'AN. Un groupe de protéines impliquées dans le métabolisme des 
acides gras étaient surexprimées. Cette observation suggère l'induction d'un réarragement de la 
structure et/ou de la composition membranaire en présence d'AN. 
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Ce projet de recherche est le premier à avoir caractérisé en conditions contrôlées la tolérance, 
l'adaptation et la performance de la symbiose aulne - Frankia sp. face aux stress imposés par 
les sables résiduels issus de l'extraction du bitume des sols albertains. Finalement, la sélection 
de microorganismes et surtout de plantes, compatible à la symbiose, ayant une forte tolérance 
aux stress est un facteur important pour obtenir une symbiose efficace. De plus, la 
connaissance fondamentale de la tolérance de la symbiose et de sa réponse à ces stress et ainsi 
que sa performance dans ces conditions est requise afin d'optimiser une technique de 
revégétalisation et de biorémédiation aux particularités de chaque site contaminé. 
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Perspectives d'avenir 
Bien que dans nos conditions expérimentales les concentrations tolérables d'agents stressants 
de l'amalgame étaient inférieures à celles retrouvées sur les sites, la biodisponibilité de ces 
derniers était plus élevée, voire absolue. Pour prédire jusqu'à quelle concentration des agents 
stressants dans les sables résiduels la symbiose sera en mesure de tolérer, une normalisation de 
la biodisponibilité des agents stressants dans nos conditions expérimentales versus celle dans 
les sables résiduels est requise. De plus, on ne connaît pas quel est le destin des AN en 
présence des plantes. La phytoaccumulation des AN n'étant pas exclue, il serait intéressant de 
savoir qu'elle est le destin des AN en présence des plantes. Suivant la caractérisation de la 
tolérance de plusieurs souches de Frankia et d'aulnes face aux agents stressants, il serait 
intéressant d'investiguer l'efficacité de la symbiose, de toutes les combinaisons possibles, afin 
d'en trouver celle ayant les meilleurs rendements en présence de ces stress. Finalement, 
l'élaboration d'une méthode de culture de Frankia en bioréacteur a permis de faire croître le 
microorganisme à des densités cellulaires beaucoup plus élevées que celles rapportées à ce 
jour dans la littérature (confidentialité). Il serait intéressant d'investiguer la réponse 
métabolique de Frankia face au stress biotique exercé par ces hautes densités cellulaires. 
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